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ABSTRAKT 
V rámci této bakalářské práce byly pomocí fluorescenční spektroskopie zkoumány 
fotofyzikální vlastnosti čtyř fluorescenčních sond v závislosti na viskozitě jejich okolí. Pro 
sondy DPH, DPB a perylen byla stanovena závislost anizotropie fluorescence a pro P3P 
závislost poměru excimer/monomer na viskozitě prostředí. Anizotropní sondy DPH a perylen 
byly dále použity pro studium interakcí mezi hyaluronanem a kationaktivním tenzidem 
CTAB (koncentrace pod CMC) ve vodném prostředí a v 0,15 M NaCl. Informace  
o vznikajících hydrofobních doménách byly získány měřením anizotropie a intenzity 
fluorescence v závislosti na koncentraci CTAB ve vzorku. Bylo zjištěno, že ve vodném 
prostředí již po prvních přídavcích CTAB k hyaluronanu vznikají malé hydrofobní domény 
navázané na jeho řetězec. Od určité vyšší koncentrace CTAB se tvoří gelová oblast a dochází 
k fázové separaci. Po přídavku NaCl dochází k reorganizaci tohoto systému a u vyšších 
koncentrací CTAB pravděpodobně ke vzniku volných micel v roztoku.  
 
 
 
ABSTRACT 
In this bachelor thesis were studied the photophysical properties of four fluorescent probes 
depending on the viscosity of their surroundings by the fluorescence spectroscopy. For probes 
DPH, DPB a perylene was determinated dependence of fluorescence anisotropy and for P3P 
dependence of ratio excimer/monomer on the viscosity of the sample. Anisotropy probes 
DPH and perylene were also used to study interaction between hyaluronan and cationic 
surfactant CTAB (concentration below CMC) in aqueous solution and 0,15 M NaCl. 
Information about forming hydrophobic domains were obtained by measurement of 
fluorescence intensity and anisotropy depending on the concentration of CTAB in the sample. 
It was found that in an aqueuos solution, after the initial addition of CTAB to hyaluronan 
formed small hydrophobic domains linked to chain of hyaluronan. Increasing concentration 
of CTAB leads to the formation of gel and phase separation. After addition of NaCl leads to 
reorganization of this system and probably the formation of free micelles in the solution with 
higher concentration of CTAB.  
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Hyaluronan, DPH, perylen, tenzidy, CTAB, fluorescenční spektroskopie, anizotropie, 
mikroviskozita. 
 
 
 
KEY WORDS 
Hyaluronan, DPH, perylene, surfactants, CTAB, fluorescence spectroscopy, anisotropy, 
microviscosity. 
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1. ÚVOD 
 
V poslední době jsou biopolymery a jejich deriváty považovány za velice zajímavé 
materiály a nacházejí uplatnění v čím dál tím širší škále lékařských, farmakologických  
a inženýrských aplikací.  
Jedním z často diskutovaných a zkoumaných témat současnosti je i léčba rakovinného 
bujení pomocí cílené distribuce léčiv. Tento způsob léčby se jeví jako daleko šetrnější vůči 
pacientovi než doposud využívané metody jako chemoterapie, radioterapie, onkochirurgický 
zákrok a další. Výhoda cílené distribuce léčiv spočívá ve výrazně nižší toxicitě vůči zdravým 
buňkám, a to díky cílené akumulaci cytotoxicky působící látky pouze v buňkách nádorových. 
Tento fakt souvisí s potřebou menších dávek léčiv, což omezuje i rizika nežádoucích 
vedlejších účinků léčby na organismus.   
Při studiu nádorových buněk bylo zjištěno, že hyaluronan, látka tělu vlastní a jinak velmi 
prospěšná, je těmito rakovinotvornými buňkami „přitahována“ vlivem hojně se na nich 
vyskytujících receptorů CD44 a RHAMM. Hyaluronan tyto nádorové buňky následně obalí  
a vyživuje je, což jim umožňuje přežít a dále se rozmnožovat. Další a další molekuly 
hyaluronanu jsou rostoucím tumorem neustále přitahovány, což dalo vzniknout myšlence 
použít tuto látku jako součást cíleného nosiče cytostatika. Bohužel hyaluronan sám o sobě 
není schopný nést ve vodě nerozpustné léčivo.Tento fakt vede vědce k tomu, že vytvořený 
nosič léčiv by měl být složen z hyaluronanu a další látky, která se na něj naváže a má 
schopnost nést dané cytostatikum. Vhodnou alternativou této látky by mohl být tenzid. 
Molekuly tenzidu totiž mají amfifilní strukturu, která jim umožňuje jak navázání se hydrofilní 
částí na řetězec hyaluronanu, tak vytvoření domény z hydrofobních částí, ve které by se 
mohlo přepravovat solubilizované léčivo.  
V rámci této bakalářské práce byla studována jedna z variant, jak by takový nosič mohl 
vypadat a fungovat, konkrétně se jednalo o hyaluronan s kationaktivním tenzidem CTAB. 
K tomuto studiu byla využita velice citlivá, progresivní metoda známá pod názvem 
fluorescenční spektroskopie, pomocí níž lze nejen určit agregační chování látek v roztoku, ale 
i jejich solubilizační a další vlastnosti vyplývající z jejich struktury. Vhodná volba 
fluorescenční sondy umožňuje i získání dalších užitečných vlastností sledovaného systému 
jako jsou polarita, mikroviskozita, micelární vlastnosti, rozměry a další. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1. Kyselina hyaluronová 
Kyselina hyaluronová je vysokomolekulární,  přirozeně se vyskytující biopolymer, který 
jako první objevil a popsal Karel Meyer s jeho asistentem Johnem Palmerem. V roce 1934 ji 
extrahovali acetonem a vodou z očního sklivce skotu. O dvacet let později Karel Meyer určil  
i její chemickou strukturu. V průběhu 40. let 20. století byla kyselina hyaluronová dále 
izolována z očního sklivce prasat, hovězí krve, pupeční šňůry, kohoutích hřebínků  
a hemolytických streptokoků. Její název byl odvozen z řeckého slova hyaloid (sklovitý)  
a uronové kyseliny, kterou v ní Meyer s Palmerem objevili společně s glukosaminem. Fakt, 
že  kyselina hyaluronová existuje in vivo ve formě polyaniontu, především ve formě sodné či 
draselné soli, nikoliv protonované kyseliny, se v současnosti odráží na častěji používaném 
označení hyaluronan [1].  
 
2.1.1. Chemická struktura  
Kyselina hyaluronová je lineární polysacharid, který je složen z opakujících se 
disacharidových jednotek (kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-D-glukosaminu), které jsou 
střídavě spojeny β-1,4 a β-1,3 vazbami (viz Obr. 1). Struktura disacharidu je energeticky 
velmi stabilní díky tomu, že glukóza v β-konfiguraci umožňuje všem objemnějším skupinám 
stericky výhodnější ekvatoriální pozici, zatímco malé molekuly zabírají stericky méně 
příznivou axiální polohu [1,2]. 
 
 
 
 
Obr. 1: Struktura hyaluronanu [3] 
 
2.1.2. Biosyntéza, nativní hyaluronan 
Hyaluronansyntetázy syntetizují veliké lineární polymery s opakujícím se motivem 
disacharidové jednotky, která vzniká střídavým přidáváním glukoronové kyseliny  
a N-acetylglukosaminu k polymernímu řetězci. Jako substráty slouží aktivované nukleotidové 
cukry (UDP-glukoronová kyselina a UDP-N-acetylglukosamin). V kompletní molekule může 
počet disacharidových jednotek dosahovat hodnoty 10 000 a více, z nichž každá přibližně 
odpovídá 400 Da. Řetězec s 10 000 jednotkami je tedy zhruba dlouhý 10 µm a jeho 
molekulová hmotnost se pohybuje okolo 4 MDa [1,2,3]. 
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2.1.3. Struktura v roztoku 
Hyaluronan je látka velmi dobře rozpustná ve vodě. Ve fyziologickém roztoku je kostra 
hyaluronanu stabilizována kombinací chemické struktury disacharidu, vnitřními vodíkovými 
můstky a interakcemi s rozpouštědlem. Axiální vodíky tvoří nepolární, poměrně hydrofobní 
oblasti, kdežto ekvatoriální strana řetězce tvoří polární, hydrofilnější část, čímž se vytváří její 
sekundární struktura podobná stužce. Opačné strany stužky jsou identické ale antiparalelní, 
což umožňuje hyaluronanu agregovat ve vodě pomocí specifických interakcí a vytvářet tak 
zesíťované terciální struktury. Proto ve fyziologickém roztoku zaujímá jeho molekula tvar 
nahodilého klubka [1]. 
Vzniklá doménová struktura hyaluronanu má zajímavé vlastnosti a důležitý význam. 
Společně s rozpouštědlem mohou do domény difundovat malé molekuly jako je voda, živiny 
a elektrolyty. Naopak velké molekuly (proteiny) z ní budou částečně vyloučeny kvůli jejich 
velkému hydrodynamickému objemu.  Čím větší tyto molekuly budou, tím méně místa pro ně 
bude v hyaluronové doméně, což způsobí jejich pomalejší difúzi a nižší koncentraci v síti 
oproti okolnímu prostředí bez hyaluronanu.   
Řetězce kyseliny hyaluronové se v roztoku neustále pohybují, což má za následek neustále 
měnící se velikost efektivních pórů. V podstatě tedy mohou všechny látky procházet 
hyaluronovou sítí, avšak s různými stupni zpomalení v závislosti na jejich velikosti [1,2]. 
 
2.1.4. Výskyt 
Hyaluronan se prakticky vyskytuje  ve všech tkáních obratlovců a také u bakteriálních 
kmenů Streptococcus a Pasteurella. Největší zastoupení má v kohoutím hřebínku, očním 
sklivci, synoviální tekutině, pupeční šňůře a kůži [5]. Je jednou z hlavních složek 
extracelulárního matrixu, ve kterém inhibuje adhezi buňky k buňce, což podporuje jejich 
migraci. Průměrný muž vážící 70 kg, má okolo 15 g hyaluronanu v těle, z nichž je denně 
jedna třetina degradována a opět nasyntetizována [6].   
 
2.1.5. Biologické vlastnosti a využití 
Hyaluronan je látka lidskému tělu vlastní, není pro něj toxická a má řadu významných 
biologických funkcí. Váže na sebe vodu, brání ukládání kolagenu (podpora bezjizvého 
hojení), pomáhá zabraňovat prostupu bakteriím a virům k buňce, má vysokou elasticitu, díky 
které vodné roztoky hyaluronanu snižují tření a absorbují nárazy v kloubech.  
Kyselina hyaluronová je díky svým vlastnostem a biologické kompatibilitě velmi 
využívaná v medicíně, oční chirurgii, ortopedii a revmatologii, při hojení ran  
i v kosmetických aplikacích. Ve vývoji je využití hyaluronanu v tkáňovém inženýrství a jeho 
použití jako cíleného nosiče léků. 
 
2.2. Tenzidy 
Pod pojmem „tenzidy“ se ukrývají organické látky, které již při nízkých koncentracích 
v roztoku mají schopnost hromadit se na mezifázovém rozhraní, čímž snižují mezifázovou 
energii soustavy. Tenzidy se také označují termínem povrchově aktivní látky (PAL).  
 
2.2.1. Struktura tenzidů 
Tenzidy mají bipolární chemickou strukturu (viz Obr. 2). Každá molekula tenzidu je 
amfifilní (amfipatická), což znamená, že obsahuje jak lyofilní část (hlavu), která se rozpouští 
v daném rozpouštědle, tak i část nerozpustnou neboli lyofobní (chvost). Pokud hovoříme  
o tenzidech ve vodném prostředí, nazýváme tyto části jako hydrofilní a hydrofobní. 
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Hydrofilní hlavu tvoří polární skupina, hydrofobní konec je tvořen jedním nebo více 
uhlíkatými řetězci, které  obsahují více jak 8 atomů uhlíku.  
 
 
Obr. 2: Schématické znázornění struktury tenzidu, hydrofilní část „hlava“ a hydrofobní část 
„chvost“ 
 
2.2.2. Klasifikace tenzidů 
Tenzidy dělíme dle schopnosti disociovat ve vodném roztoku na ionogenní a neionogenní. 
Ionogenní dále dělíme podle náboje polární skupiny na anionaktivní, kationaktivní  
a amfolytické. 
 
Neionogenní tenzidy nejsou schopné elektrolytické disociace v roztoku, jejich rozpustnost ve 
vodě je způsobena přítomností polárních hydrofilních skupin se silnými hydratačními 
schopnostmi (např. hydroxylových, esterových).  
 
Amfolytické tenzidy obsahují dvě hydrofilní skupiny, jednu zásaditou a jednu kyselou, které 
jsou schopny v roztoku disociovat v závislosti na pH prostředí. V alkalickém prostředí se tedy 
chovají jako aniontové tenzidy, v kyselém jako kationaktivní. Kyselou funkční skupinou bývá 
karboxylová nebo sulfoskupina, zásaditou pak nejčastěji aminoskupina.  
 
Anionaktivní tenzidy nesou po disociaci záporný náboj. Nejčastější funkční skupinou 
hydrofilní části bývá karboxylová skupina, popřípadě ji tvoří sulfáty, sírany nebo 
fosforečnany.  
 
U kationaktivních tenzidů je ve většině případů kladný náboj nesen atomem dusíku. 
Využívají se jak kvartérní dusíkaté báze, tak i aminy. Aminy fungují pouze v protonovaném 
stavu, proto je nelze používat při vysokém pH, kdežto kvartérní dusíkaté báze na hodnotě pH 
závislé nejsou [8]. 
 
2.2.3. Vlastnosti tenzidů 
V soustavě kapalina-plyn se tenzidy sorbují na fázovém rozhraní, čímž snižují povrchové 
napětí daného rozpouštědla. V soustavě kapalina-kapalina, resp. kapalina-pevná látka dochází 
v důsledku adsorpce tenzidů ke snižování mezifázového napětí na daném fázovém rozhraní.  
Tenzidy dále stabilizují nebo ruší disperzní systémy, snižují tření, urychlují technologické 
procesy a také se podílí na chemických procesech probíhajících v živých organismech. Díky 
schopnosti snižovat povrchové napětí rozpouštědel, usnadňování smáčení povrchu  
a odstraňování nečistot, tvoří tenzidy hlavní složku pracích, čistících, emulgačních, pěnících  
a dispergačních prostředků [9]. 
V roztoku mají tenzidy schopnost agregovat za vzniku micel. Tato agregace probíhá ve 
dvou krocích a je závislá na koncentraci tenzidu. V první řadě nastane fázová separace, 
jednotlivé molekuly tenzidů se hromadí na fázovém rozhraní, hydrofilní části míří do roztoku, 
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hydrofobní části tenzidů míří ven z roztoku. Díky tomu dochází ke snižování povrchového 
napětí, zvýšení osmotického tlaku a změně dalších několika fyzikálních vlastností. Jakmile se 
povrch roztoku nasytí molekulami tenzidu, začnou v něm vznikat micely. Tento okamžik 
souvisí s pojmem kritická micelární koncentrace (CMC), což je hraniční hodnota 
koncentrace daného tenzidu,  do které se vyskytoval v roztoku pouze v unimolekulární formě, 
ale od které již začíná vytvářet koloidní útvary, tzn. micely. 
 
2.2.4. Struktura a vlastnosti micel 
Micel existuje několika druhů. Jejich základní rozdělení je odvozeno od prostředí, ve 
kterém dané micely vznikají. Jádro micely má vždy opačný charakter než použité prostředí. 
Ve vodném (polárním) prostředí tedy tvoří střed micely nepolární konce tenzidu, kdežto 
v nepolárním prostředí je tomu naopak (Obr. 3). Díky tomu se uvnitř micely mohou 
rozpouštět látky nerozpustné v daném prostředí, ale celá micela se jeví jako rozpustná.   
Agregační číslo udává, z kolika molekul PAL je micela tvořená. Jeho hodnota bývá  
u běžných a u reverzních micel rozdílná. U běžné micely se většinou jedná řádově o stovky  
a vyšší,  u reverzních micel toto číslo zpravidla nenabývá větší hodnoty než deset. 
Velikost a tvar vznikajících micel závisí na několika faktorech jako je koncentrace, teplota, 
molekulární struktura PAL a další. 
 
 
 
Obr. 3: Vlevo – micela s hydrofilní doménou, vpravo – micela s hydrofobní doménou 
 
2.3. Luminiscence 
Luminiscenci dělíme podle způsobu excitace molekuly na fotoluminiscenci, při které se 
molekula excituje díky absorpci světla, na radioluminiscenci, kdy molekulu excituje 
ionizující záření, elektroluminiscenci, která je vyvolána přítomností elektrického pole, 
chemiluminiscenci, u které excitaci molekuly způsobí určitý chemický proces, 
bioluminiscenci, při které je molekula excitována pomocí specifických biologických 
pochodů, triboluminiscenci, kdy excitaci vyvolá působení třecích sil a další.    
Pokud molekula absorbuje elektromagnetické záření o vhodné vlnové délce, excituje se,  
tj. přejde ze základního energetického stavu do stavu energeticky vyššího, ze kterého se 
následně deexcituje pomocí zářivých či nezářivých přechodů. 
Obecně lze elektronové stavy rozdělit dle multiplicity na stavy singletové a tripletové.  
U singletových stavů (S1, S2 atd. ) jsou spiny elektronů orientovány antiparalelně, kdežto  
u tripletových stavů (T1, T2 atd.) jsou orientovány paralelně (viz Obr. 4). 
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Obr. 4: Schéma základních excitovaných stavů. Šipky znázorňují orientaci spinů při daných 
přechodech. 
 
Luminiscencí nazýváme jev, kdy při návratu elektronu do základního energetického stavu  
molekula emituje záření v UV-VIS oblasti. V tomto případě se jedná o tzv. zářivý přechod. 
Během zářivých přechodů se elektron může vrátit do základního stavu pouze z nejnižší 
vibrační hladiny stavu excitovaného. Pokud se elektron nachází na vyšší vibrační hladině, 
musí nejprve dojít k vibrační relaxaci, což je velmi rychlý nezářivý přechod, při kterém 
dochází pouze k vyzařování tepelné energie. Dalším nezářivým přechodem je vnitřní 
konverze, při které dojde k přechodu mezi dvěmi elektronovými hladinami se stejnou 
multiplicitou. Při přechodu mezi excitačními stavy S1 a T1 hovoříme o mezisystémovém 
přechodu. Jedná se o přechod mezi dvěmi izoenergetickými úrovněmi s elektronovými stavy 
s odlišnou multiplicitou.  
Doby trvání τ těchto procesů se od sebe liší, vibrační relaxace trvá řádově 10-12 – 10-13 s, 
vnitřní konverze 10-6 – 10-12 s a mezisystémový přechod 10-4 – 10-12 s [10]. 
Při luminiscenční emisi platí, že molekula při deexcitaci vyzáří energii ve formě fotonu  
o nižší energii, než kterou přijala. To znamená, že po normální jednofotonové excitaci bude 
tato molekula emitovat záření o stejné či vyšší vlnové délce, než které pohltila.  
Fotoluminiscence se dělí podle typů přechodů, ke kterým v molekule po excitaci dochází, 
na fluorescenci, fosforescenci a zpožděnou fluorescenci. 
 
2.3.1. Fluorescence 
Při fluorescenci dochází k přechodu ze singletového stavu S1 do stavu základního S0. 
Tento přechod je spinově povolený, tudíž i velmi rychlý. Řádově se jedná o dobu 10-8 s. Pro 
fluorescenci platí několik obecných charakteristik. Kashovo pravidlo říká, že fluorescence je 
důsledek přechodu z nejnižší vibrační hladiny excitovaného singletového stavu S1 do stavu 
základního S0, ačkoliv po absorpci záření může dojít k excitaci i do vyšších vibračních  
a energetických hladin (S1, S2, S3). Díky malému energetickému rozdílu mezi S1 a vyššími 
energetickými hladinami totiž mezi nimi probíhají velmi rychlé nezářivé procesy.  Z Kashova 
pravidla vychází Vavilův zákon, ze kterého vyplývá, že emisní spektrum fluorescence není 
závislé na excitační vlnové délce. Třetí obecnou vlastnost fluorescence popisuje Stokesův 
zákon, který nám říká, že vlnová délka emise fluorescence je větší než vlnová délka absorpce, 
což znamená, že emisní spektrum je oproti absorpčnímu spektru posunuto k delším vlnovým 
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délkám (nižší energie), protože se část energie vytratí při přechodu z vyšších vibračních 
hladin do hladiny nejnižší při vibrační relaxaci. Výsledný posun spekter se nazývá Stokesův 
posun. (viz Obr. 5) [11, 12] 
 
 
Obr. 5:  Stokesův posun [10] 
 
2.3.2. Fosforescence 
Z excitovaného singletového stavu S1 může také elektron přejít mezisystémovým 
přechodem na některou z energeticky odpovídajících vibračních hladin tripletového stavu T1. 
Vibrační relaxací se potom dostane na nejnižší vibrační hladinu, odkud přejde do stavu 
základního S0. Aby byl při tomto přechodu dodržen Pauliho vylučovací princip, musí dojít ke 
změně orientace elektronového spinu, což způsobí, že doba záření při fosforescenci je daleko 
delší než u fluorescence. Jedná se o čas mnohem delší než 10-8 s , v některých případech  
i několik vteřin. 
 
2.3.3. Zpožděná fluorescence 
O zpožděné fluorescenci hovoříme, jestliže elektron přejde mezisystémovým přechodem 
mezi stavy S1 a T1, v rámci stavu T1 se excituje do vyšší vibrační hladiny (převážně díky 
teplu) a poté se vrátí reverzním mezisystémovým přechodem zpět do singletového stavu S1, 
z jehož nejnižší vibrační hladiny se zářivým přechodem dostane do základního stavu S0. 
Doba dohasínání v tomto případě přibližně odpovídá době dohasínání fosforescence 
měřené za stejných podmínek a emisní spektrum je totožné se spektrem při okamžité 
fluorescenci.   
 
2.3.4. Jabłońskiho diagram 
Schématickou reprezentací elektronových energetických hladin v molekule a přechodů 
mezi nimi je tzv. Jabłońskiho diagram. 
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Obr. 6: Jabłońskiho diagram 
 
2.4. Fluorescenční spektroskopie 
Fluorescenční spektroskopie je založena na principu fluorescence a v současné době se 
díky své vysoké selektivitě, rychlosti a relativně snadné detekci využívá v širokém spektru 
oborů, jako jsou biotechnologie, biochemie, analytická chemie, lékařská diagnostika, genová 
forenzní analýza a další [10]. 
 
2.4.1. Fluorofory 
Látky, které vykazují fluorescenci, nazýváme fluorofory. Mezi intenzivně fluoreskující 
látky patří zejména některé aromatické sloučeniny (polyaromatické uhlovodíky  
a heterocykly). Složité organické molekuly ve většině případů nefluoreskují. Proces 
fluorescence je cyklický. Pokud není fluorofor v excitovaném stavu nevratně zničen 
procesem fotodegradace, který je známý pod pojmem „photobleaching“, může být pak 
opakovaně excitován a emitovat fluorescenční záření [10]. 
 
Každý fluorofor je charakterizován pěti základními fotofyzikálními veličinami: [11] 
• excitační vlnovou délkou λexc 
• emisní vlnovou délkou λem 
• fluorescenčním kvantovým výtěžkem ΦF 
• dobou života excitovaného stavu τs 
• Stokesovým posunem ∆ν 
 
2.4.2. Kvantový výtěžek fluorescence 
Mírou intenzity fluorescence je tzv. kvantový výtěžek. Definujeme ho jako počet 
světelných kvant emitovaných a absorbovaných fluoroforem za určitý časový interval.  
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Kvantový výtěžek ΦF je vyjádřen vztahem: 
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kde kr
s je rychlostní konstanta pro přechod ze stavu S1, knr
s je rychlostní konstanta zahrnující 
neradiační přechody a τs je doba života excitovaného stavu.  
Dále můžeme kvantový výtěžek vyjádřit jako poměr doby života excitovaného stavu τs   
a zářivou dobou života τr. 
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2.4.3. Doba života excitovaného stavu 
Doba života excitovaného stavu je určena průměrným časem, který molekula setrvá 
v excitovaném stavu, než přejde do stavu základního.  
 
Doba života excitovaného stavu S1 lze vypočítat ze vztahu: 
s
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τ ,                                                             (3) 
kde kr
s je rychlostní konstanta pro přechod ze stavu S1 a knr
s je rychlostní konstanta zahrnující 
neradiační přechody.  
Dobu života fluoroforu za nepřítomnosti neradiačních zhášecích procesů nazýváme vnitřní 
dobou života. Tu lze spočítat z extinkčního koeficientu, absorpčního a fluorescenčního 
spektra.  
 
2.4.4. Zhášení 
Zhášení je bimolekulární proces, který snižuje kvantový výtěžek fluorescence beze změny 
fluorescenčního emisního spektra.  
Rozlišujeme dva typy zhášení, a to dynamické (srážkové) a statické.  Při dynamickém 
zhášení se fluorofor nezářivě navrací do základního stavu po srážce s molekulou zhášeče, tyto 
molekuly se ale chemicky nezmění. Zato u statického zhášení se při kontaktu fluoroforu 
v základním stavu s molekulou zhášeče vytvoří  nefluoreskující komplex. 
Samozhášením označujeme zhášení fluoroforu sebou samotným, děje se tak při jeho 
vysokých koncentracích [10].   
 
2.4.5. Emisní anizotropie 
Anizotropie je hojně využívaná zejména v biochemických aplikacích fluorescence. 
Poskytuje informace o tvaru a velikosti proteinů, interakci mezi proteiny, rigiditě membrán, 
geometrii excitovaných stavů, může být použita při stanovování viskozity a dalších. Využívá 
se jak steady-state, tak časově rozlišená anizotropie [12]. 
Měření anizotropie je založeno na principu fotoselektivní excitace fluoroforu 
polarizovaným světlem (zpravidla horizontálně s orientací v rovině zy). Fluorofory 
přednostně absorbují ty fotony, jejichž elektrický vektor je shodně orientován s vektorem 
absorpčního přechodového momentu daného fluoroforu. Tento jev je nazýván fotoselekce 
(Obr. 7). Jelikož je rozmístění excitovaných fluoroforů anizotropní, bude i emise fluorescence 
anizotropní. Pomocí anizotropie tedy popisujeme stupeň polarizované emise [11]. 
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Obr. 7: Fotoselekce – dle [11] 
 
Během doby života fluorescence molekula jako celek vykoná mnoho pohybů (převážně 
rotačních), což má za důsledek to, že molekula otočená o určitý úhel emituje záření, které 
není ve shodě se zářením absorbovaným – nastává depolarizace, a to i za předpokladu, že 
absorpční a emisní přechodové momenty jsou orientovány souhlasně. Depolarizace závisí na 
úhlu mezi emisním a absorpčním momentem i v případě, že tyto momenty orientovány 
souhlasně nejsou. V prostředí o vysoké viskozitě bude rotace molekuly brzděna, díky čemuž 
bude emise depolarizována minimálně. Naopak ve fluidním prostředí nastane depolarizace 
úplná [15]. 
 
Stupeň polarizace se určuje měřením úhlu mezi přechodovými dipólovými momenty excitace 
a emise. 
⊥
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Anizotropie je rovna 
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kde III je intenzita v případě, kdy je emisní i excitační polarizátor nastaven horizontálně a I┴ je 
intenzita při nastavení emisního polarizátoru horizontálně a excitačního vertikálně.  
Vztah anizotropie a viskozity prostředí popisuje Perrinova rovnice. 
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+= 10 ,                                                           (6) 
kde R je plynová konstanta, T je termodynamická teplota, V je hydrodynamický objem sondy, 
η je viskozita prostředí a τ doba života fluoroforu. Za ˂r> dosazujeme experimentálně 
zjištěnou hodnotu steady-state anizotropie.  Dále je pro vyhodnocení výsledků nutné znát 
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anizotropii fundamentální r0, což je teoretická hodnota anizotropie při nulovém pohybu 
fluoroforu. Její maximální hodnota vyplývá z kvantové mechaniky, pro fluorofory emitující 
z prvního singletového stavu S1 je rovna 0,4. Anizotropie může klesat i k záporným 
hodnotám, a to v případě, kdy jsou absorpční a přechodové momenty k sobě kolmé. 
Anizotropie je tedy možné naměřit v rozsahu <-0,2;  0,4> [15]. 
Steady-state anizotropie se nejčastěji měří za přítomnosti jednoho detekčního kanálu,  
tj. v L-formátu fluorimetru (viz Obr. 8). Ve většině případů se měří horizontálně polarizovaná 
excitace s orientací v rovině zy a záření se detekuje ve shodném a kolmém směru excitační 
polarizace. 
 
 
 
Obr. 8: Schéma měření při měření emisní anizotropie 
 
2.4.6. Fluorescenční sondy 
Pojmem „fluorescenční sonda“ označujeme nevlastní fluorofor, který se váže nekovalentní 
vazbou ke sledované struktuře a často při tom mění své fluorescenční vlastnosti – zvyšuje, 
resp. snižuje intenzitu emise, posouvá emisní maximum, mění dobu vyhasínání apod. Je 
známo veliké množství fluorescenčních sond, které mění své fotofyzikální vlastnosti 
v závislosti na vlastnostech prostředí, ve kterém se nachází, proto je volba vhodné 
fluorescenční sondy klíčovou součástí experimentu, jelikož její charakteristické  vlastnosti 
nám umožňují získat potřebné údaje [13]. 
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2.4.6.1. DPH 
1,6 – difenylhexa-1,3,5-trien patří mezi nejpoužívanější anizotropní sondy. Jeho molekula 
má válcovitý tvar, přičemž její podélná osa je rovnoběžná s emisním a absorpčním 
transmisním momentem. Polarizace fluorescence je tedy velmi citlivá ke změně orientace 
podélné osy. Předpokládá se, že v izotropním systému molekula DPH rotuje taktéž izotropně. 
Z toho vyplývá, že se zvyšující se naměřenou anizotropií fluorescence DPH klesá fluidita 
prostředí a roste jeho uspořádanost [14]. 
DPH se řadí mezi hydrofobní sondy, prakticky nefluoreskuje ve vodě. Jeho absorpční  
a emisní spektra mají více píků, jejichž relativní intenzita, vlnová délka a rozlišení závisí na 
prostředí, v němž se sonda nachází.   
 
 
Obr. 9: Struktura molekuly  DPH  
2.4.6.2. Perylen 
Perylen je jedna z dalších z fluorescenčních sond, která může být využita k anizotropnímu 
měření. Je to polycyklický aromatický uhlovodík, jehož molekula je tvořena  dvěmi 
molekulami naftalenu spojených mezi sebou vazbami uhlík-uhlík mezi 1. a 8. pozicemi 
(Obr. 10). Perylen má hydrofobní charakter, proto jsou pro něj vhodné nepolární rozpouštědla 
s nízkou permitivitou jako je aceton a n-heptan. Jeho luminiscenční vlastnosti jsou přímo 
ovlivňovány jeho rozpustností v daném prostředí, proto se perylen zejména využívá jako 
fluorescenční sonda pro fosfolipidické membrány. V excitovaném stavu zůstává molekula 
perylenu planární, dochází pouze k rotaci dipólového momentu v rovině zy, tím pádem  
i planárnímu protažení molekuly.  
 
Obr. 10: Perylen 
 
2.7. Viskozita 
V makroskopickém měřítku je viskozita brána jako fyzikální veličina, která udává poměr 
mezi tečným napětím a změnou rychlosti v závislosti na vzdálenosti mezi sousedními 
vrstvami při proudění skutečné kapaliny.   
Poprvé ji v 17. století popsal Isaac Newton. V 19. století byla popsána G. G. Stokesem 
jako síla kapaliny  F působící na kouli o poloměru r: 
vrF ⋅⋅⋅= ηπ6 ,                                                             (7) 
kde η je viskozita kapaliny a v je konstantní rychlost jejího proudění. Součin r⋅⋅ηπ6  byl 
označen jako tzv. třecí koeficient, což je poměr viskozitních a rychlostních sil. 
Difúzní koeficient koule definuje Stokes-Einsteinova rovnice jako 
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kde k je Boltzmannova konstanta, T je absolutní teplota a ξ je třecí koeficient. 
Pro rotační a translační koeficient platí vztahy: 
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kde r je hydrodynamický poloměr koule a V je její hydrodynamický objem.  
Bohužel tyto rovnice (9), (10) platí pouze pro pevnou kouli makroskopického měřítka, za 
kterou fluorescenční sondu považovat nemůžeme. Proto u všech fluorescenčních technik 
využívajících sondy k hodnocení fluidity mikroprostředí nastává problém, jelikož pro ně 
neexistuje vyhovující vztah mezi viskozitou prostředí a difúzí, ačkoliv jich bylo navrženo 
veliké množství. Je to dáno zejména velikostí sond, neboť jejich molekuly bývají stejně velké 
nebo menší jako molekuly tvořící okolní prostředí, které mají charakterizovat. Jinými slovy, 
pomocí fluorescenčních sond nemůžeme získat absolutní hodnotu viskozity [11]. 
 
2.8. Mikroviskozita 
Na úrovni fluorescenčních sond se viskozita prostředí projevuje jako změna v pohybovém 
a rotačním difúzním koeficientu. Sonda se v prostředí může pohybovat dvěmi různými 
mechanismy. Prvním z nich je klasický Stokesův mechanismus (difúzní proces probíhá 
s posunem solventních molekul), druhým je Giererův mechanismus, který popisuje volnou 
objemovou difúzi, při které se molekuly stěhují do děr mezi molekulami rozpouštědla [15]. 
 
 
Obr. 11: Difúzní translační procesy. Černá kulička představuje molekulu rozpuštěné látky, 
bílá rozpouštědla – dle [11] 
Na základě těchto mechanismů byl pro translační difúzní koeficient na molekulární úrovni 
určen následující vztah: 
micro
kT
D
ξ
=                                                               (11) 
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U mikroviskozity opět nemůžeme pomocí sondy určit její absolutní hodnotu. Nejlepším 
vyjádřením výsledků měření je tzv. ekvivalentní viskozita, která odpovídá viskozitě 
homogenního prostředí, ze kterého by měla použitá fluorescenční sonda stejnou odezvu jako 
při měření daného mikroprostředí. U jejího stanovení musíme mít na paměti, že odezva sondy 
se může ve stejně viskózních rozpouštědlech lišit v závislosti na jejich chemické povaze. 
  
2.8.1. Metody pro stanovení ekvivalentní viskozity 
Volba vhodné metody závisí na systému, který má být studován. Například pro studium 
viskozity mikroheterogenních systémů se kvůli rušivým vlivům difúze hodí více použití 
molekulových rotorů nebo fluoroforu, který vytváří intramolekulární excimer, než metod 
založených na zhášení nebo mezimolekulární excimerní formaci. 
 
2.8.1.1. Molekulární rotory 
Molekulární rotory procházejí v excitovaném stavu změnou geometrie v důsledku vnitřní 
rotace specifických skupin, což je spojeno s přenosem náboje. Této rotaci brání prostředí, ve 
kterém se sonda vyskytuje a projeví se to na kvantovém výtěžku fluorescence ΦF, který je 
přímo úměrný viskozitě prostředí η dle následující rovnice (a, κ jsou konstanty). 
κη
φ
φ
⋅=
−
a
F
F
1
                                                         (13) 
Z důvodu volného objemu molekul prostředí a srovnatelné velikosti rotujícího segmentu 
sondy s molekulami okolí plyne, že naměřená ekvivalentní viskozita pomocí molekulových 
rotorů bude vždy menší, než skutečná makroskopická viskozita prostředí [15]. 
  
2.8.1.2. Intermolekulární zhášení 
Tento translační difúzní proces je taktéž závislý na viskozitě prostředí. Informace o fluiditě 
nám poskytuje, pokud probíhá ve srovnatelném časovém rozsahu jako je doba excitovaného 
stavu fluoroforu.  Tento proces dynamického zhášení se řídí základní Stern-Volmerovou 
rovnicí. 
],[1 0
00 Qk
I
I
q ⋅⋅+== τ
φ
φ
                                             (14) 
kde Φ0 (I0) je kvantový výtěžek fluorescence (intenzita fluorescence) v systému bez zhášeče, 
Φ (I) jsou hodnoty pro systém s molekulou zhášeče, kq je rychlostní konstanta zhášení,  
τ0 doba excitovaného stavu fluoroforu a [Q] je koncentrace zhášeče v systému [11].   
 
2.8.1.3. Tvorba intermolekulárního excimeru 
Tato metoda je založena na obdobném principu jako intermolekulární zhášení, jelikož se 
taktéž jedná o difúzní proces, pro který platí Stern-Volmerova rovnice. Poměr intenzity 
fluorescence monomeru a excimeru můžeme vyjádřit jako funkci rychlostní konstanty  
difúze (k1) za předpokladu, že rychlost rozpadu excimeru je nižší než doba života. Potom pro 
něj platí vztah: 
][
'
1 Mkk
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kde kr‘ je rychlostní konstanta fluorescence monomeru, kr je rychlostní konstanta 
fluorescence excimeru, τE je doba života excimeru a [M] koncentrace monomeru. 
Z rovnic (14), (15) vyplývá, že intenzita excimeru je přímo úměrná difúznímu koeficientu 
sondy v prostředí, tudíž nepřímo úměrná viskozitě. 
 
2.8.1.4. Tvorba intramolekulárního excimeru 
Intramolekulární excimer je zpravidla tvořen dvěmi fluorescentními skupinami 
propojenými jednoduchým můstkem (Obr. 12). Ve fluidním prostředí je dominantní 
excimerová emise, se zvyšující se viskozitou prostředí roste emise monomeru. 
 
 
Obr. 12: příklad intramolekulárního excimeru (molekula P3P) 
 
2.8.1.5. Anizotropie fluorescence  
Tato velmi často využívaná metoda na stanovení viskozitních poměrů v okolí sondy je 
založena na principu měření anizotropie fluorescence (viz kapitola 2.4.5) 
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3. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 
Fluorescenční spektroskopie je jedna z hojně využívaných metod, pomocí které lze 
charakterizovat vznikající hydrofobní domény v systémech polyelektrolyt-tenzid. Při popisu 
těchto mikrostruktur se často využívá fluorescenční měření, které je zaměřené na stanovení 
tzv. efektivní viskozity neboli mikroviskozity prostředí.   
Již v roce 1976 využila Ana Jonas měření polarizace fluorescence ke studiu 
mikroviskozity lipidových domén a disperzí lipidů extrahovaných z lidských lipoproteinů. 
Pro hlavní měření použila anizotropní sondu 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien, pro doplňující 
měření perylen [16].  
Alejandro G. Marangoni využil anizotropie fluorescence ke studiu fyzikálních vlastností 
potravinových systémů (jedlé tuky, oleje, emulze olejů ve vodě). Zabýval se zejména určením 
jejich mikroviskozity za pomocí fluorescenční sondy DPH [17]. 
V roce 2004 využila Marieta Nichifor s kolektivem fluorescenční spektroskopii pro 
studium vlastností vzniklých hydrofobních domén tvořených postranními řetězci 
polysacharidů obsahujících N-alkyl-N,N-dimethyl-N-(2-hydroxypropyl)amonium chlorid ve 
vodném roztoku [18]. Tyto vzniklé agregáty charakterizovala pomocí steady-state 
fluorescence (stanovení CAC), anizotropního měření (mikroviskozita) a kapilární 
viskozimetrie (makroviskozita). Jako fluorescenční sondy byly použity pyren,  
1,6-difenylhexa-1,3,5-trien a N-fenylnaftylamin. Bylo zjištěno, že s rostoucí koncentrací  
a zvyšující se iontovou silou roztoku probíhají změny v konformaci polymeru na méně 
rozsáhlou strukturu, přičemž výsledkem je asociace hydrofobní strany řetězce. Tento stav je 
pak zachycen fluorofory. S rostoucí koncentrací polymeru roste počet vznikajících malých 
agregátů podél řetězce, dokud nejsou asociovány všechny jeho hydrofobní části. Vlastnosti 
vzniklých mikrodomén tedy především závisejí na délce polymerního řetězce a míře 
substituce.   
Pomocí anizotropního měření fluorescence 1,6-difenylhexa-1,3,5-trienu studoval Kinosita 
K. a spol. dynamickou strukturu čtyř různých typů biologických membrán (z Halobacterium 
halobium, lidského erytrocytu, sarkoplazmatického retikula králíka a jaterní mitochondriální 
membránu krys) [19]. DPH taktéž využil Chang Y. a spol. pro charakterizaci Dendron-PEG 
konjugátů [20]. 
Pomocí fluorescenčních sond P3P a perylenu byla S. Nilssonem a H. Evertssonem 
studována mikroviskozita zředěného roztoku obsahujícího smíšené micely anionaktivního 
tenzidu SDS (dodecylsulfát sodný) a neionických etherů celulózy s rozdílnou hydrofobicitou 
[21]. Kritická koncentrace tenzidu v roztoku měla za následek náhlé zvýšení mikroviskozity 
systému. Po dosažení její maximální možné hodnoty se i přes zvyšování koncentrace SDS její 
hodnota asymptoticky snižovala. Dále bylo zjištěno, že všechny směsné micely derivátů 
celulózy a SDS měly vyšší rigiditu než micely tvořené pouze SDS, přičemž čím více byl 
derivát celulózy hydrofobnější, tím vyšší rigiditu vzniklý agregát vykazoval.  
 N. Beghein a spol. určovali pomocí fluorescenční spektroskopie a elektronové 
paramagnetické rezonance mikropolaritu a mikroviskozitu micel, vzniklých asociací 
amfifilních blokových kopolymerů s různou délkou řetězce, tvořených 
monomethylpolyethylenglykolem (mmMePEG), kaprolaktonem (CL)  
a trimethylenkarbonátem (TMC). Jako fluorescenční sondu použili pyren  
a 1,3-bis(1-pyrenyl)propan. Informace o mikropolaritě získali z vyhodnocení poměru 
intenzity 1. a 3. absorpčního pásu pyrenu. U P3P byl vyhodnocován poměr intenzity 
fluorescence excimer/monomer, což umožnilo stanovení mikroviskozity v okolí této sondy. 
 23 
Zjistilo se, že vytvářené micely mají dvoufázovou povahu. Jádro micely je hydrofobní  
a viskózní, kdežto hydrofilní koróna tvořená PEG řetězci má nízkou viskozitu. Délka PEG 
řetězců mírně ovlivňuje mikroviskozitu prostředí v okolí sondy, mikropolaritu nikoliv. Poměr 
CL/TMC taktéž ovlivňuje naměřenou mikroviskozitu, čím je tento poměr vyšší, tím nižší 
hodnota mikroviskozity je získána [22]. 
V rámci této bakalářské práce byly studovány interakce anionaktivního hyaluronanu  
s kationaktivním tenzidem CTAB.  
Těmito interakcemi se zabývali i K. Thalberg a B. Lindman [23]. Pomocí fázové 
separace, NMR, vodivosti a solubilizace barviv studovali interakce hyaluronátu sodného 
s alkyltrimethylamonium bromidy s různými délkami uhlíkatého řetězce.  Zjistili, že 
interakcím ochotně podléhají tenzidy, jejichž nepolární část je tvořena více jak 10 uhlíky, a to 
již při velmi nízkých koncentracích v roztoku. Pro tenzidy s kratším nepolárním koncem je 
energeticky výhodnější tvorba volných micel.  Dále zjistili, že vazba mezi hyaluronanem  
a tenzidem je až 10krát slabší než v případě interakce s jiným polyelektrolytem (alginát, 
pektát), za což může nízká lineární hustota náboje hyaluronanu. Provedenými experimenty 
bylo zjištěno, že interakce vede k vytvoření agregátů podobným micelám, navázaným na 
polymerní řetězec, jejichž velikost je ale menší než v případě volných micel. 
Dále se K. Thalberg, B. Lindman, společně s G. Karlströmem zabývali vlivem přidání 
soli (NaBr) na fázové chování systému hyaluronan-CTAB [24]. Použili hyaluronát sodný  
o několika rozdílných molekulových hmotnostech. Zjistili, že při nízkých koncentracích soli 
(do 250 mM) dochází k fázové separaci, nad 250 mM pak fázová separace nenastává. Od 
500 mM soli se však opět může objevit, ovšem bude mít zcela odlišný charakter oproti fázové 
separaci za nízkých koncentrací NaBr. Vyhodnotili, že z důvodu elektrostatických interakcí 
vede přídavek soli ke zmenšení dvoufázové oblasti oproti roztoku bez soli. Přidání soli 
zvyšuje množství navázaného tenzidu hyaluronanem, ačkoliv snižuje elektrostatické interakce 
v roztoku a zvyšuje rozdíl mezi nábojem CTAB a NaHyA v koncentrovanější fázi. Také bylo 
zjištěno, že rozdílná molekulová hmotnost hyaluronanu nemá na fázovou separaci téměř 
žádný vliv.  
Pomocí fluorescenční spektroskopie zkoumali D. S. Yin a spol. interakce mezi 
hyaluronátem sodným a anionaktivními a neionogenními tenzidy ve vodném prostředí [25]. 
Jako fluorescenční sondu použili pyren. Vědci z čínské univerzity shledali, že po přídavku 
hyaluronanu již k nízké koncentraci anionaktivního tenzidu (SDS) dochází ke snížení 
emisního polaritního indexu. Tento jev vysvětlili solubilizací hydrofilních hlav SDS do 
domén zformovaných z hydroxylových skupin hyaluronanu. Při vyšších koncentracích 
tenzidu SDS byl emisní polaritní index zvýšen přídavkem sacharidů (laktosa, glukosa), 
bohužel jejich účinek byl přídavkem soli opět snížen. V případě neionogenních tenzidů 
(Tween-80, Cremophor EL) agregace nebyla vůbec pozorována. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1. Použité chemikálie 
 
4.1.1. Polyelektrolyt 
• Hyaluronan sodný, nativní: HySilk powder – CPN spol. s.r.o.; č. š.: 160708-E1;  
Mw = 300 kDa 
 
4.1.2. Tenzid 
• CTAB (Cetyltrimethylamonium bromid): Sigma-Aldrich; č. š.: 059K0041; 
C19H42BrN; Mr = 364,46; CAS: 57-09-0  
 
4.1.3. Fluorescenční sondy 
• DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien): Fluka; č. š.: 1054132, 32705332;  čistota ≥ 98 %; 
C18H16; Mr = 232,33; CAS: 1720-32-7  
 
• DPB (trans,trans-1,4-difenyl-1,3-butadien): Fluka; č. š.: 333400/2, 52805032;   
čistota ≥ 99%;  C16H14; Mr = 206,29; CAS: 538-81-8 
 
• Perylen: Fluka; č. š.: 1293053, 42306417; čistota ≥ 99 %; C20H12; Mr = 252,32;  
CAS: 198-55-0 
 
• P3P (1,3-bis(1-pyrenyl)propan): Molecular Probes; č. š.: 4531-2, B-311; Mr = 444,57  
 
4.1.4. Rozpouštědla 
• aceton p.a.: PENTA – Ing. Petr Švec; č. š.: 121-202-120-9; C3H6O; Mr =58,08;  
CAS: 67-64-1 
 
• glycerol: Sigma-Aldrich; č. š.: 191612-1L; čistota ≥ 99,5 %; C3H8O3; Mr = 92,09; 
CAS: 56-81-5 
 
• isopropylalkohol p.a.: Lach:Ner, s.r.o.; č. š.: 603-117-00-0; C3H8O; Mr = 60,10;  
CAS: 67-63-0 
 
• voda: Milli-Q (Millipore Academic) 
 
4.1.5. Ostatní 
• NaCl (chlorid sodný p.a.): Lach:Ner s.r.o.; č. š.: 06278; Mr = 58,44; CAS: 7647-14-5 
 
4.2. Postupy příprav vzorků 
 
4.2.1. Vzorky glycerolu s isopropylalkoholem (měření viskozity)  
Následujícím postupem bylo připraveno 8 vzorků s rozdílným poměrem množství 
isopropylalkoholu a glycerolu. V navržených vzorcích se hmotnostní zlomek glycerolu 
postupně zvyšoval z wgly =  0 až na wgly = 0,96.   
Do vialek bylo napipetováno odpovídající vypočítané množství isopropylalkoholu pro 
jednotlivé vzorky z navržené koncentrační řady. Poté do nich bylo naváženo odpovídající 
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množství glycerolu s přesností na 4 desetinná místa. Vzorky o celkové hmotnosti 12 g byly 
promíchány na vortexu a ponechány přes noc na třepačce. Následující den byla změřena 
jejich viskozita na reometru AR-G2.  
 
4.2.2. Zásobní roztoky fluorescenčních sond 
Byly připraveny zásobní roztoky DPH, DPB, perylenu a P3P v acetonu tak, aby 
koncentrace sond v jednotlivých roztocích byla 10-4 mol·l-1. Zásobní roztoky byly 
uchovávány v lednici při teplotě 4 °C.     
 
4.2.3. Měření anizotropie fluorescence (DPH, DPB, perylen) a emisního spektra (P3P)  
Následujícím postupem byla pro každou sondu připravena řada složená z 9 vzorků 
obsahujících glycerol a isopropylalkohol, v nichž se postupně zvyšoval hmotnostní podíl 
glycerolu z wgly =  0 až na wgly = 0,96.   
Do vialek bylo pipetováno takové množství roztoku fluorescenční sondy v acetonu, aby 
její výsledná koncentrace ve zkoumaných vzorcích činila řádově 10-6 M. Aceton byl odpařen 
při laboratorní teplotě za sníženého tlaku. Následně bylo do vialek napipetováno takové 
množství isopropylalkoholu, které odpovídalo navržené koncentrační řadě. Vzorky byly 
doplněny glycerolem na celkovou hmotnost 6 g. Potom byly promíchány na vortexu  
a ponechány na třepačce do dalšího dne, ve kterém byla proměřena jejich anizotropie 
fluorescence (resp. emisní spektra u P3P) na spektrometru Aminco BOWMAN Series 2.   
 
4.2.4. Zásobní roztok NaHyA 
Na analytických vahách bylo naváženo potřebné množství hyaluronanu (Mw = 300 kDa), 
které bylo následně rozpuštěno v 50 ml milli-Q vody. Výsledná koncentrace připraveného 
roztoku činila 1 g·l-1. Zásobní roztok byl uchováván v ledničce při teplotě 4 °C.  
 
4.2.5. Zásobní roztok CTAB 
Zásobní roztok CTAB v milli-Q vodě byl připraven tak, aby jeho výsledná koncentrace 
byla 2 mmol·l-1. Tento roztok byl uchováván při laboratorní teplotě. 
 
4.2.6. Nasycený roztok NaCl 
Byl připraven nasycený roztok chloridu sodného v milli-Q vodě. Jeho koncentrace 
přibližně činila 6,2 mol·dm-3. Tento roztok byl uchováván při laboratorní teplotě.  
 
4.2.7. Vzorky pro pozorování interakcí mezi hyaluronanem a CTAB 
V rámci měření pomocí jedné z fluorescenčních sond (DPH, perylen) byly připravovány tři 
koncentrační řady po 10 vzorcích. V rámci řady byla jednotná koncentrace hyaluronanu 
(0,01; 0,015 a 0,02 g·l-1) a koncentrace CTAB se zvyšovala v rozmezí 0,01 – 0,2 mmol·l-1.  
 
4.2.7.1. Vzorky s koncentrací 0,01 g/l HyA  
Do vialek bylo napipetováno takové množství roztoku sondy v acetonu, aby její 
koncentrace ve výsledném vzorku činila řádově 10-6 M. Po odpaření těkavého rozpouštědla 
bylo do vialek dále pipetováno určité množství zásobního roztoku CTAB, aby jeho 
koncentrace odpovídala jednotlivým vzorkům z navržené koncentrační řady. Dále do nich 
bylo napipetováno vypočítané množství zásobního roztoku hyaluronanu. Vzorky byly 
nakonec doplněny vodou na objem 5 ml a ponechány na třepačce do druhého dne, ve kterém 
byly proměřeny jejich emisní spektra a anizotropie fluorescence na spektrometru Aminco 
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BOWMAN Series 2. Po tomto měření bylo do nich přidáno vypočítané množství nasyceného 
roztoku NaCl, aby jeho koncentrace ve vzorku odpovídala 0,15 M. Vzorky byly ponechány 
přes noc na třepačce a následující den byly proměřeny stejným způsobem jako před 
přídavkem soli.  
 
4.2.7.2. Vzorky s koncentrací 0,015 g/l HyA 
Do vialek bylo napipetováno takové množství roztoku sondy v acetonu, aby její 
koncentrace ve výsledném vzorku řádově odpovídala 10-6 M. Po odpaření acetonu za 
sníženého tlaku při laboratorní teplotě bylo do vialek pipetováno takové množství zásobního 
roztoku CTAB, aby koncentrace CTAB  odpovídala jednotlivým vzorkům z navržené 
koncentrační řady. Dále do nich bylo napipetováno vypočítané množství zásobního roztoku 
hyaluronanu. Vzorky byly nakonec doplněny vodou na objem 5 ml a ponechány na třepačce 
do druhého dne, ve kterém byly proměřeny jejich emisní spektra a anizotropie fluorescence 
na spektrometru Aminco BOWMAN Series 2. 
 
4.2.7.3. Vzorky s koncentrací 0,02 g/l HyA 
Po proměření vzorků o koncentraci 0,015 g·l-1 HyA do nich bylo přidáno 25 µl zásobního 
roztoku hyaluronanu, aby  se koncentrace HyA ve vzorku zvýšila na 0,02 g·l-1. Takto 
upravené vzorky byly ponechány na třepačce do dalšího dne, kdy byly proměřeny stejným 
způsobem jako v předchozím případě. Po provedeném měření do nich bylo přidáno 
vypočítané množství nasyceného roztoku NaCl, aby jeho koncentrace ve vzorku činila 
0,15 M. Tyto modifikované vzorky byly opět přes noc ponechány na třepačce a následující 
den byla u nich změřena emisní spektra a anizotropie fluorescence.   
  
4.3. Postupy jednotlivých měření 
 
4.3.2 Měření viskozity 
Měření viskozity bylo prováděno na přístroji AR-G2 od firmy TA Instruments. Před 
samotným měřením bylo nastaveno pětiminutové ustálení vzorku a temperace na 25 °C. Pro 
měření byla využita soustava souosých dvouválců (double gap). Po temperaci byl vzorek 
měřen v rozmezí smykových rychlostí 10 – 1000 s-1. Jelikož se viskozita vzorku se smykovou 
rychlostí neměnila, byla směs glycerolu s isopropylalkoholem klasifikována jako Newtonská 
kapalina. V programu TA data analysis byla získaná data proložena Newtonskou rovnicí 
viskozity, z čehož byla získána konečná hodnota viskozity daného vzorku.  
 
4.3.3. Měření anizotropie fluorescence (DPH, DPB, perylen) 
K měření fluorescenčních vlastností vzorků byl použit přístroj Luminescence spektrometr 
Aminco BOWMAN Series 2 s xenonovou (150 W) a zábleskovou lampou (7 W). Vzorky 
byly měřeny v kyvetě s optickou dráhou 1 cm. Polarizátory byly nastaveny na tzv. magický 
úhel, tj. excitační polarizátor na 0° a emisní na 54,7°. Pro každý vzorek bylo nastaveno pět 
měření anizotropie s integračním časem 8 s.  Výslednou hodnotou anizotropie vzorku byl 
vypočítaný průměr z těchto pěti měření. 
Pro fluorescenční sondu DPH byla nastavena excitační vlnová délka 385 nm a emisní 
vlnová délka 426 nm. V případě sondy DPB byla nastavena excitační vlnová délka 335 nm  
a emisní vlnová délka 380 nm. U perylenu bylo jako excitační vlnová délka zvoleno 410 nm  
a jako emisní vlnová délka 442 nm.  
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Výsledkem měření bylo stanovení závislosti anizotropie fluorescence na viskozitě daného 
vzorku <r> = f(η).  
  
4.3.4. Měření emisních spekter P3P  
Měření bylo provedeno na luminiscenčním spektrometru Aminco BOWMAN Series 2. 
Vzorky byly měřeny v kyvetě s optickou dráhou 1 cm. Excitační monochromátor byl 
nastaven na 345 nm. Emisní sken byl měřen v rozmezí 360 – 520 nm. Z naměřeného spektra 
P3P byl vyhodnocován poměr intenzity excimeru (377 nm) a monomeru (486 nm) 
v závislosti na viskozitě daného vzorku.  
 
4.3.4. Měření emisních spekter a anizotropie fluorescence vzorků s hyaluronanem 
Měření probíhala na přístroji Aminco BOWMAN Series 2. Vzorky byly měřeny v kyvetě 
s optickou dráhou 1 cm. Při měření emisních spekter DPH byla excitační vlnová délka 
nastavena na 385 nm. Emisní sken byl měřen v rozmezí 395 – 495 nm. Pro vzorky obsahující 
perylen byla excitační vlnová délka nastavena na 410 nm a emisní sken byl měřen v rámci 
420 – 520 nm.  
Při měření anizotropie byly polarizátory nastaveny následovně: excitační na 0°, emisní na 
54,7°. U vzorků obsahujících DPH byl excitační monochromátor nastaven na 385 nm  
a emisní na 441 nm (změna složení vzorku se projevila změněným emisním spektrem DPH, 
v případě vzorků s glycerolem a isopropylalkoholem bylo maximum intenzity fluorescence 
naměřeno při 426 nm, kdežto ve vzorcích s HyA a CTAB byla největší intenzita fluorescence 
naměřena při vlnové délce 441 nm, při 426 nm byla naměřená intenzita fluorescence 
minimální).   Pro vzorky obsahující perylen byl excitační monochromátor nastaven na 
vlnovou délku 410 nm a emisní monochromátor na 442 nm.  V rámci jednoho vzorku bylo 
nastaveno 5 za sebou následujících měření anizotropie fluorescence s integračním časem 8 s. 
Jako výsledná hodnota anizotropie jednoho vzorku byl brán průměr těchto 5 měření. V rámci 
měření anizotropie byl změřena i hodnota totálního integrálu pro jednotlivé vzorky. 
Každý vzorek s HyA, CTAB, příp. s NaCl byl pro každou sondu namíchán a proměřen 
třikrát. Získané hodnoty daných veličin z těchto tří provedených měření byly v programu 
MS Excel zprůměrovány a byla z nich vypočítána výběrová směrodatná odchylka. Jednotlivé 
výběrové směrodatné odchylky byly do grafů vyneseny jako odpovídající chybové úsečky.  
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE  
 
5.1. Stanovení viskozity 
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Obr. 13: Závislost naměřené viskozity na hmotnostním zlomku glycerolu v daném vzorku  
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Obr. 14: Závislost zlogaritmované hodnoty viskozity na hmotnostním zlomku glycerolu 
v daném vzorku 
 
Z grafu (Obr. 13) je patrné, že naměřené hodnoty viskozity se exponenciálně zvyšují 
s rostoucím hmotnostním zlomkem glycerolu v daném vzorku. Vzhledem k exponenciálnímu 
charakteru byla po zlogaritmování naměřených hodnot viskozity získána lineární závislost 
(Obr. 14), která je daleko vhodnější pro výpočty.   
Do 40 %hm glycerolu ve vzorku se hodnoty viskozity měnily v řádu jednotek mPa·s,  
do 80 %hm v řádu desítek a nad 80 %hm již v řádech stovek mPa·s. 
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5.2. Stanovení závislosti anizotropie fluorescence na viskozitě prostředí 
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Obr. 15: Závislost anizotropie fluorescence DPH na viskozitě vzorku obsahujícího glycerol 
s isopropylalkoholem 
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Obr. 16: Závislost anizotropie fluorescence DPB na viskozitě vzorku obsahujícího glycerol 
s isopropylalkoholem 
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Obr. 17: Závislost anizotropie fluorescence perylenu na viskozitě vzorku obsahujícího 
glycerol s isopropylalkoholem 
 
Z grafů (Obr. 15, 16, 17) lze konstatovat, že s rostoucí viskozitou roztoku roste naměřená 
hodnota anizotropie, což byl očekávaný fakt. Závislost anizotropie fluorescence DPH 
(Obr. 15) vykazuje výrazný lineární nárůst až do hodnoty viskozity 0,333 Pa·s, kterou 
reprezentuje vzorek s 90 %hm glycerolu. Poté se tato závislost ,,láme“ a hodnota anizotropie 
zůstává téměř konstantní. 
Závislost anizotropie fluorescence DPB (Obr. 16) vykazuje prudší nárůst do hodnoty 
viskozity 0,175 Pa·s, které odpovídá vzorek s 80 %hm glycerolu. Poté nárůst anizotropie 
dostává pozvolnější charakter.  
U perylenu (Obr. 17) by se dalo říci, že v rámci viskozit měřených vzorků anizotropie 
fluorescence téměř lineárně roste. Dosahuje ovšem daleko nižší hodnoty než anizotropie 
naměřená u DPH i DPB. U vzorku obsahujícího 96 %hm glycerolu s viskozitou 0,485 Pa·s 
byla u perylenu získána hodnota anizotropie 0,195, kdežto u DPH i DPB se hodnota 
naměřené anizotropie pohybovala okolo 0,3. Tato skutečnost je způsobená rozdílnou 
strukturou molekul těchto fluorescenčních sond. Zatímco DPH i DPB jsou „tyčinkovité“ 
molekuly s dlouhou podélnou osou, molekula perylenu má menší rozměry a dala by se 
přirovnat k planárnímu disku. Tyto rozdíly ve struktuře daných molekul se podepsaly na 
jejich rotační dynamice a tím pádem i na naměřené hodnotě anizotropie.  
Do grafů byly vyneseny chybové úsečky, které ve většině případů nepřekračují velikost 
odpovídajícího bodu. 
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5.3. Stanovení závislosti poměru excimer/monomer na viskozitě prostředí 
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Obr. 18: Závislost poměru excimer/monomer fluorescenční sondy P3P na viskozitě vzorku 
obsahujícího glycerol s isopropylalkoholem 
 
V grafu na obrázku 18 je vidět výrazný pokles poměru excimer/monomer až do hodnoty 
viskozity 0,333 Pa·s, která odpovídá vzorku s 90 %hm glycerolu, poté se již stanovená hodnota 
tohoto poměru dá označit za konstantní. Výsledky z grafu odpovídají skutečnosti, protože 
jakmile se k sobě přiblíží dvě pyrenová jádra, kterými je molekula P3P tvořena a alespoň 
jedno z nich je excitováno, pak interakcí tohoto excitovaného jádra s druhým pyrenovým 
jádrem vzniká excitovaný dimer neboli excimer, který emituje při jiné vlnové délce než 
monomer. Čím fluidnější je prostředí, ve kterém se molekula P3P nachází, tím snadněji 
dochází k přiblížení pyrenových jader a tím pádem i k tvorbě excimeru, díky čemuž je poměr 
excimer/monomer daleko vyšší než u prostředí o vyšší viskozitě.  
 
5.4. Sledování interakcí mezi hyaluronanem a CTAB 
 
5.4.1. DPH 
Vzhledem k tomu, že fluorescenční sonda DPH prakticky nefluoreskuje ve vodě, ale pouze 
v nevodném prostředí, poukazuje nárůst intenzity fluorescence v následujících grafech  
(Obr. 19, 20) na vznik hydrofobních domén. U vzorků obsahujících 0,01 g·l-1 HyA ve 
vodném prostředí docházelo ke tvorbě agregátů již při prvních přídavcích CTAB. Ve vzorcích 
s koncentrací HyA 0,015 g·l-1 se intenzita fluorescence začala výrazně zvedat od koncentrace 
CTAB 0,05 mmol·l-1. V rámci vzorků 0,02 g·l-1 HyA se intenzita fluorescence taktéž začala 
výrazně zvedat u stejné koncentrace CTAB jako v případě 0,015 g·l-1 HyA, ale nabývala 
daleko vyšších hodnot, což mohlo být způsobeno vyšším počtem vznikajících domén nebo 
jejich rostoucí velikostí a s tím spojeným větším množstvím solubilizované sondy.   
U vzorků ve vodném prostředí majících hodnotu koncentrace CTAB 0,15 mmol·l-1  
a 0,2 mmol·l-1 docházelo k výraznému poklesu fluorescence, přičemž u vzorků s 0,2 mmol·l-1 
byla naměřena minimální intenzita fluorescence. Tento jev lze vysvětlit vznikem gelové 
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vrstvičky obsahující hydrofobní domény, které do sebe navázaly i molekuly DPH. Následně 
při přelévání roztoku do kyvety zůstala gelová vrstva zachycená na stěně vialky a do kyvety 
byl přelit pouze roztok obsahující malé, resp. žádné množství micel, díky čemuž byla 
naměřená hodnota intenzity fluorescence nižší než u vzorků s menším obsahem CTAB,  
resp. téměř žádná. Jelikož byla tato gelová vrstvička v denním světle skoro nepostřehnutelná 
pro lidské oko, vzorky byly po proměření vloženy do fotokomory s UV světlem, kde se vznik 
gelové fáze potvrdil jasně světélkujícím prstencem na stěně vialky.  
V prostředí 0,15 M NaCl měla závislost intenzity fluorescence odlišný charakter oproti 
vzorkům s vodným prostředím, jelikož se naměřená hodnota intenzity fluorescence neustále 
zvyšovala se zvyšujícím se množstvím CTAB ve vzorku. Tento nárůst intenzity by měl 
s největší pravděpodobností znamenat vznik volných micel v roztoku, ze kterých molekuly 
DPH vykazovaly fluorescenci.  
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Obr. 19: DPH – závislost intenzity fluorescence (441 nm) na koncentraci CTAB ve vzorku 
s hyaluronanem ve vodném a v prostředí 0,15 M NaCl 
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Obr. 20: DPH – Závislost intenzity fluorescence (441 nm) na koncentraci CTAB ve vzorku 
s hyaluronanem ve vodném prostředí. Body odpovídající koncentraci CTAB 0,2 mmol·l-1 byly 
vyloučeny kvůli vyšší přehlednosti oblasti nižších koncentrací. 
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Obr. 21: DPH – závislost anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB v roztoku. 
 
U grafu (Obr. 21) se závislostí anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB je 
interpretace jednoznačných výsledků obtížná. U vzorků obsahujících 0,01 g·l-1 HyA byly 
naměřeny téměř stejné hodnoty anizotropie pro celou koncentrační řadu, pouze na začátku byl 
zaznamenán menší pokles naměřených hodnot, což lze vysvětlit vzniklými micelami již  
u nejnižších koncentrací CTAB. Od vzorku s 0,08 mmol·l-1 CTAB byly naměřeny nízké 
hodnoty fluorescence, tudíž ani naměřená anizotropie nemá dostatečně vypovídající hodnotu.   
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V následujícím grafu (Obr. 22), který znázorňuje jak závislost intenzity fluorescence, tak 
anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB v roztoku pro vzorky obsahující 0,015 g·l-1 
HyA ve vodném prostředí je vidět, že v rámci prvních 5 vzorků s koncentrací CTAB  
v rozmezí 0,01 – 0,05 mmol·l-1 naměřené hodnoty anizotropie mají výrazně vzrůstající 
charakter, ačkoliv intenzita fluorescence nijak výrazně nevzrůstá. Naopak při nárůstu 
intenzity fluorescence naměřená anizotropie začala klesat. Nárůst anizotropie by v tomto 
případě měl značit rostoucí uspořádání sytému, tedy začínající agregaci, se vznikem micel 
začala anizotropie klesat, jelikož se molekuly sondy dostaly doprostřed hydrofobních domén, 
kde jim bylo daleko méně bráněno v rotačním pohybu, ale zároveň jim hydrofobní prostředí 
„dovolovalo“ fluoreskovat. Velmi podobný průběh mají tyto závislosti i v případě vzorků  
s 0,02 g·l-1 HyA.  
Z grafu (Obr. 21) lze vidět, že naměřené hodnoty anizotropií v rámci vodného prostředí 
jsou podstatně vyšší než v případě vzorků s 0,15 M NaCl. Z toho lze usuzovat, že v případě 
vodného prostředí se jednalo o vznik malých navázaných micel na řetězec hyaluronanu, 
kdežto u vzorků NaCl se jednalo o vznik větších volných micel a molekuly DPH svítily 
z jejich hydrofobních jader, přičemž naměřená anizotropie je velmi nízká díky vysoké fluiditě 
tohoto micelárního prostředí.  
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Obr. 22:  Závislost intenzity fluorescence a anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB 
pro vzorky obsahující 0,015 g·l-1Hya ve vodném prostředí  
 
5.4.2. Perylen 
Vzhledem k tomu, že se perylen řadí taktéž mezi hydrofobní sondy jako DPH, získané 
hodnoty intenzity fluorescence v rámci jednotlivých koncentrací hyaluronanu vykazovaly 
velmi podobnou závislost na koncentraci CTAB ve vzorku jako v případě vzorků s DPH. 
Z grafů (Obr. 23, 24) je patrné, že již po prvních přídavcích CTAB k hyaluronanu ve vodném 
prostředí docházelo ke vzniku hydrofobních domén. Při koncentraci 0,01 g·l-1 hyaluronanu 
byla nejvyšší intenzita fluorescence naměřena při koncentraci CTAB 0,05 mmol·l-1. V rámci 
vzorků obsahujících 0,015 a 0,02 g·l-1 HyA nejvíce fluoreskovaly vzorky s koncentrací  
0,1 mmol·l-1 CTAB, přičemž vzorek s 0,02 g·l-1 HyA vykazoval daleko vyšší hodnotu 
intenzity fluorescence než u 0,015 g·l-1 HyA, z čehož lze usuzovat, že v něm bylo vytvořeno 
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daleko více domén. U vzorků s vyšší koncentrací CTAB byl opět zaznamenán pokles 
intenzity fluorescence, který souvisel s vytvořením gelové vrstvy, jejíž vznik byl potvrzen ve 
fotokomoře s UV světlem jako v případě vzorků obsahujících DPH. I v případě vzorků 
s NaCl vykazoval průběh závislosti intenzity fluorescence na koncentraci CTAB obdobný 
charakter, jako tomu bylo u vzorků se stejnými koncentracemi s druhou fluorescenční 
sondou. Taktéž se při zvyšování koncentrace CTAB ve vzorku zvyšovala hodnota naměřené 
intenzity fluorescence, což opět poukazuje na pravděpodobný vznik volných micel v roztoku. 
Výsledky měření pomocí perylenu tedy potvrdily závěry vyvozené ze závislosti intenzity 
fluorescence na koncentraci CTAB ve vzorku s fluorescenční sondou DPH.  
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Obr. 23: Perylen - závislost intenzity fluorescence (442 nm) na koncentraci CTAB ve vzorku 
s hyaluronanem ve vodném a v prostředí 0,15 M NaCl 
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Obr. 24: Perylen - závislost intenzity fluorescence (442 nm) na koncentraci CTAB ve vzorku 
s hyaluronanem ve vodném prostředí 
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Obr. 25: Perylen - závislost anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB v roztoku. 
 
Závěry o vznikajících útvarech v rámci tohoto systému ze závislosti anizotropie 
fluorescence na koncentraci CTAB (Obr. 25) nejdou úplně jednoznačně vyložit.  
U vzorků obsahujících NaCl byly taktéž naměřeny nejnižší hodnoty anizotropie jako 
v případě použití DPH jako fluorescenční sondy, což by opět poukazovalo na vznik volných 
micel v roztoku. Při koncentraci 0,01 g·l-1 se u prvních koncentrací CTAB  
(0,01 – 0,04 mmol·l-1) objevil malý nárůst hodnot anizotropie, který by mohl značit zvýšení 
uspořádání ve vzorku, což by značilo počátky agregace. Při vzniku micel anizotropie začala 
klesat a poté se ustálila na jedné hodnotě. U vzorků obsahujících 0,02 g·l-1 HyA by se dalo 
říci, že naměřená hodnota anizotropie se v rámci různé koncentrace CTAB ve vzorku 
neměnila.  
U vzorků ve vodném prostředí měla závislost anizotropie na koncentraci CTAB ze začátku 
stoupající charakter, který se po dosažení určité koncentrace CTAB ve vzorku změnil 
v klesající. Nejvýraznější rozdíly v naměřených hodnotách anizotropie fluorescence byly 
pozorovány u vzorků obsahujících 0,015 g·l-1 HyA. Ovšem v porovnání s hodnotami 
získanými díky DPH byly v rámci všech vzorků s perylenem naměřeny daleko nižší hodnoty 
anizotropie fluorescence, než tomu bylo u stejných vzorků obsahujících DPH (Obr. 26). 
Tento fakt je způsoben odlišným prostorovým uspořádáním molekul těchto sond, což má vliv 
na jejich rotační dynamiku, se kterou souvisí naměřené hodnoty anizotropie. Jelikož má 
perylen menší molekulu než DPH, je mu umožněno rotovat i tam, kde to molekule DPH 
dovoleno není.  Proto je daleko obtížnější rozhodnout o velikosti vznikajících micel.  
K získání přesnějších výsledků by bylo potřeba dané vzorky proměřit ještě pomocí dalších 
metod, daleko větší množství přesnějších informací by například mohla poskytnout časově 
rozlišená anizotropie. 
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Obr. 26: Závislost anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB pro všechny vzorky 
s vodným prostředím  
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6. ZÁVĚR 
 
V rámci této bakalářské práce byla provedena literární rešerše na téma stanovení kvality 
hydrofobní domény v systému polyelektrolyt-tenzid za pomocí fluorescenční spektroskopie 
s přihlédnutím na stanovení mikroviskozity daného systému. Jelikož byly v rámci této práce 
studovány interakce mezi hyaluronanem a kationaktivním tenzidem CTAB při nízkých 
koncentracích v roztoku, byla i část literární rešerše zaměřena právě na interakce mezi 
nativním hyaluronanem a různými tenzidy. 
V experimentální části této práce byly nejprve studovány fotofyzikální vlastnosti čtyř 
fluorescenčních mikroviskozitních sond pomocí roztoků glycerolu s isopropylalkoholem 
s definovanou viskozitou. Pro DPH, DPB a perylen byla stanovena závislost anizotropie 
fluorescence a pro P3P byl stanoven poměr excimer/monomer v závislosti na viskozitě 
prostředí. Výsledkem jsou grafy těchto závislostí, pomocí nichž lze charakterizovat i další 
zkoumané systémy z hlediska mikroviskozity. 
S ohledem na literární rešerši, rozdíly v molekulární struktuře a linearitu závislosti 
anizotropie na viskozitě prostředí, ve kterém se nacházejí, byly DPH a perylen dále vybrány 
pro studium interakcí mezi hyaluronanem a cetyltrimethylamonium bromidem. Informace  
o vznikajících hydrofobních doménách byly získávány z měření intenzity fluorescence  
a anizotropie fluorescence pro daný vzorek a byly mezi sebou srovnávány v závislosti na 
koncentraci CTAB.  
Vzhledem k probíhajícím interakcím a vlastnostem zkoumaného systému se jevilo 
vhodnější popisovat vznikající útvary rovnou z naměřených hodnot anizotropií, nikoliv 
anizotropii přepočítávat na ekvivalentní viskozitu. 
Z výsledků jednotlivých měření by se dalo s největší pravděpodobností říci, že u vzorků 
s vodným prostředím s koncentrací hyaluronanu 0,01 g·l-1 docházelo již po prvních 
přídavcích CTAB ke tvorbě malých hydrofobních domén. U vzorků obsahujících 0,015 g·l-1  
a 0,02 g·l-1 HyA docházelo při prvních přídavcích CTAB k rostoucí uspořádanosti systému, 
tedy k počátkům agregace a od koncentrace CTAB 0,05 mmol·l-1 zde byly již určitě přítomné 
malé micely navázané na řetězec hyaluronanu, přičemž při koncentraci 0,02 g·l-1 HyA jich 
bylo vytvořeno daleko více než u vzorků s nižší koncentrací hyaluronanu, jelikož zde byla 
naměřena podstatně vyšší intenzita fluorescence. Ve všech vzorcích s vodným prostředím 
obsahujících 0,15 mmol·l-1 a 0,2 mmol·l-1 CTAB docházelo k tvorbě gelové fáze. Po přidání 
NaCl do vzorků se celý systém hyaluronan-CTAB přebudoval a od koncentrace CTAB  
0,05 mmol·l-1 docházelo velmi pravděpodobně ke vzniku volných micel, o čemž svědčí 
nejnižší naměřené anizotropie fluorescence, a to u obou použitých fluorescenčních sond. Toto 
celkové přebudování nebylo žádané, jelikož ve vodném prostředí by vznikající navázané 
hydrofobní útvary mohly ukazovat správnou cestu k vytvoření vhodného nosiče léčiv. 
Přídavek NaCl posloužil jako simulace jednoduchého fyziologického roztoku. Bohužel se 
ukázalo, že tento systém hyaluronan-CTAB je v rámci zkoumaných koncentrací velice citlivý 
na změny prostředí a v lidském těle by degradoval daleko dříve, než by se dostal k postižené 
tkáni. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
CAC 
CD44 
CL 
CMC 
CTAB 
č. š. 
Da 
DPB 
DPH 
F 
HyA 
M 
mmMePEG 
NaHyA 
NMR 
P3P 
PAL 
PEG 
RHAMM 
S0 
S1 
S2 
SDS 
T1 
T2 
TMC 
UV 
UV-VIS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kritická agregační koncentrace 
clusters of differentiation 44 (specifický receptor) 
kaprolakton 
kritická micelární koncentrace 
cetyltrimethylamonium bromid 
číslo šarže 
1 Dalton (jednotka využívaná zejm. v biochemii, odpovídá 1 g·mol-1)  
trans,trans-1,4-difenylbuta-1,3-dien 
1,6-difenylhexa-1,3,5-trien 
intenzita fluorescence 
kyselina hyaluronová, hyaluronan 
mol·dm-3 
monomethylpolyethylenglykol 
sodná sůl kyseliny hyaluronové, hyaluronát sodný 
nukleární magnetická rezonance 
1,3-bis(1-pyrenyl)propan 
povrchově aktivní látka 
polyethylenglykol 
receptor for hyaluronan-mediated motility (specifický receptor) 
základní stav molekuly 
první excitovaný singletový stav 
druhý excitovaný singletový stav 
dodecylsulfát sodný 
první excitovaný tripletový stav 
druhý excitovaný tripletový stav 
trimethylenkarbonát 
ultrafialová oblast elektromagnetického spektra  
ultrafialová a viditelná oblast elektromagnetického spektra 
 
